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seca recolectada en papel filtro (dbs), 
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a población control y pacientes con 
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Resumen: la enfermedad de Gaucher (gd) es el trastorno de almacenamiento lisosomal que se carac-
teriza por la deficiencia en la actividad enzimática de la β-glucosidasa (bglu), lo que produce la acu-
mulación de glucosilceramida en las células. Su diagnóstico se orienta a la valoración de la enzima en 
los leucocitos afectados. Se han realizado estudios en dbs para la actividad de bglu en el seguimiento 
de poblaciones de alto riesgo; sin embargo, presentan interferencias relacionadas a leucopenias 
severas o expresión aumentada de la isoforma neutra de la enzima bglu, molécula no relacionada 
con gd. El objetivo de este estudio fue la estandarización de un método de tamizaje en dbs (punch: 
5 mm) con el uso de 4-metilumbeliferil-β-D-glucósido y conduritol-β-epóxido. Se analizaron mues-
tras de dbs de 395 individuos con sospecha clínica (población de alto riesgo o AR), 151 controles y 16 
pacientes afectados, usando la elución de un corte de 5 mm (≈10 μl de sangre) en 300 μl de Tritón 
X-100/(0,5 %). Como resultados, se obtuvieron los rangos, AR: 0,84-26,92 nmol/ml/h, controles: 3,56-
8,92 nmol/ml/h (M = 5,56, ds = 1,15) y pacientes confirmados con gd: 0,82- 2,88 nmol/ml/h (M = 1,64, 
ds = 0,57). El punto de corte entre deficientes y controles fue 3,22 nmol/ml/h, obtenido a partir de 
análisis roc (99 % confianza, 100 % sensibilidad y 100 % especificidad). El protocolo permitió eviden-
ciar la deficiencia en todos los casos de gd, confirmados mediante el análisis en paralelo de la enzima 
en aislamiento leucocitario. Se recomienda el uso del cbe y realizar la elución del corte a 5 mm, a fin 
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de llevar a cabo la valoración enzimática con un volumen mayor aproximado de sangre y en ausencia 
de la actividad generada por la isoforma neutra.
Palabras clave: enfermedad de Gaucher; β-glucosidasa; glucocerebrosidasa; sangre seca en papel 
filtro
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Beta-Glucosidase analysis in collected dried blood spots (DBS), 
report of a new method applied to the control population and 
patients with suspicion of Gaucher disease
Abstract: gaucher disease (gd) is a lysosomal storage disorder characterized by a deficiency in the 
enzymatic activity of β-glucosidase (bglu), resulting in the accumulation of glucosylceramide in cells. 
Its diagnosis is aimed at checking the enzyme in the affected leukocytes. Studies have been conduct-
ed on dried blood spots (dbs) for bglu activity to monitor high-risk populations; however, they exhibit 
interferences related to severe leukopenias or increased expression of the neutral bglu isoform, a 
molecule not related to gd. This study intends to standardize a screening method on dbs (punch: 5 
mm) using 4-methylumbelliferyl-β-D-glucoside and conduritol-β-epoxide  (CβE). dbs samples from 
395 individuals clinically suspected of gd (high-risk or hr population), 151 controls, and 16 affected 
patients were analyzed using the elution of 5 mm punches (≈10 μl of blood) in 300 μl of Triton X-100/
(0.5 %). As a result, the following ranges were obtained; hr: 0.84-26.92 nmol/ml/h, controls: 3.56-8.92 
nmol/ml/h (M = 5.56, sd = 1.15), and patients with confirmed gd: 0.82-2.88 nmol/ml/h (M = 1.64, sd = 
0.57). The cut-off point between patients with gd and controls was 3.22 nmol/ml/h, obtained from 
roc analysis (99 % ci, 100 % sensitivity, and 100 % specificity). The protocol revealed a deficiency in 
all gd cases, confirmed by parallel bglu analysis in isolated leukocytes. The use of cbe and the elution 
of 5 mm punches are recommended for enzymatic evaluation with a higher approximate volume of 
blood and in the absence of neutral isoform activity.
Keywords: Gaucher disease; β-glucosidase; glucocerebrosidase; dried blood spots
Análise de β-glucosidase em sangue seco coletado em papel filtro 
(DBS), relatório de um novo método aplicado à população controle 
e a pacientes com suspeita de doença de Gaucher
Resumo: a doença de Gaucher (gd) é o trastorno de armazenamento lisosomal caracterizado pela 
deficiência na atividade enzimática da β-glucosidase (bglu), o que produz a acumulação de glucos-
silceramida nas células. Seu diagnóstico está orientado à avaliação da enzima nos leucócitos afeta-
dos. Foram realizados estudos em dbs para a atividade de bglu no seguimento de populações de 
alto risco; contudo, são apresentadas interferências relacionadas a leucopenias graves ou a expres-
são aumentada da isoforma neutra da enzima bglu, molécula não relacionada com gd. O objetivo 
deste estudo foi a padronização de um método de tamisação emdbs (punch: 5 mm) com o uso de 
4-metilumbeliferil-β-D- glicosídeo e conduritol-β-epóxido. Foram analisadas amostras de dbs de 395 
indivíduos com suspeita clínica (população de alto risco ou ar), 151 controles e 16 pacientes afetados, 
usando a eluição de um corte de 5 mm (≈10 μl de sangue) em 300 μl de Tritão X-100/(0,5 %). Como 
resultados, foram obtidos os intervalos: ar: 0,84-26,92 nmol/ml/h, controles: 3,56-8,92 nmol/ml/h 
(M = 5,56, ds = 1,15) e pacientes confirmados com gd: 0,82- 2,88 nmol/ml/h (M = 1,64, ds = 0,57). O 
ponto de corte entre deficientes e controles foi 3,22 nmol/ml/h, obtido a partir de análise roc (99 % 
confiança, 100 % sensibilidade e 100 % especificidade). O protocolo permitiu evidenciar a deficiência 
em todos os casos de gd, confirmados mediante a análise em paralelo da enzima em isolamento leu-
cocitário. É recomendado o uso do cbe e a realização da eluição do corte a 5 mm, a fim de implemen-
tar a avaliação enzimática com um volume maior aproximado de sangue e em ausência da atividade 
gerada pela isoforma neutra.
Palavras-chave: doença de Gaucher; β-glucosidase; glucocerebrosidase; sangue seco em papel filtro
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Introducción
Las enfermedades raras (er) son condiciones cau-
sadas en su mayoría por defectos genéticos, en las 
cuales se afecta un órgano o varios tejidos en el or-
ganismo por lo que pueden llegar a considerarse 
como multisistémicas (1). Este tipo de patologías 
se clasifican dentro de las afecciones de muy baja 
prevalencia, ya que la padecen menos de 200 000 
personas en una población (2). En esta categoría de 
er, las enfermedades metabólicas son condiciones 
hereditarias en las cuales se bloquea una vía me-
tabólica a causa de una mutación específica. Las 
enfermedades de depósito lisosomal, por su parte, 
son alteraciones que se producen por mutaciones 
en enzimas, cuya función es degradar macromo-
léculas en partículas más pequeñas, de manera 
que el organismo las puede digerir más fácilmen-
te (3). Como consecuencia, se acumula el sustrato 
correspondiente en células y tejidos, lo que afec-
ta de forma grave el correcto funcionamiento del 
organismo.
Dependiendo del sustrato acumulado, las en-
fermedades de depósito lisosomal pueden clasifi-
carse en: esfingolipidosis (enfermedad de Fabry, 
enfermedad de Gaucher), mucopolisacaridosis, 
oligosacaridosis (fucosidosis, manosidosis), gluco-
genosis como la enfermedad de Pompe y mucoli-
pidosis (2).
La enfermedad de Gaucher es una condición 
metabólica que cuenta con una prevalencia del 
41,7  % en las enfermedades de depósito lisoso-
mal en Colombia (4), lo que la posiciona como la 
esfingolipidosis más común en el país. Consta de 
una mutación en el gen de la glucocerebrosidasa 
(gba) localizado en el brazo largo del cromosoma 
1 (1q21.1) (5), por lo que codifica para una proteí-
na cuya actividad catalítica es deficiente. De este 
modo, se bloquea la degradación de la glucosilce-
ramida en ceramida y glucosa (6,7), lo que provoca 
que se acumule la sustancia lipídica en los lisoso-
mas de las células pertenecientes al Sistema Fa-
gocítico Mononuclear (sfm): leucocitos de sangre 
circulante y macrófagos que van a diferentes teji-
dos (8). Estas células cargadas de glucocerebrósido 
se denominan Células de Gaucher (cg), se locali-
zan principalmente en bazo, hígado y médula ósea, 
y causan patologías como hepatoesplenomegalia, 
pancitopenia y complicaciones óseas (2,9), lo que 
conduce al desarrollo de una enfermedad multi-
sistémica en el paciente. Aunque se han descrito 
más de 300 mutaciones para el gen gba, a finales 
de 1980 se identificaron los alelos N370S y L444P 
como mayormente asociados con las variantes 
de la enfermedad (2,6,10-12). Cabe destacar que 
esta alteración se hereda de forma autosómica re-
cesiva, es decir, se necesitan dos copias del gen 
anormal (uno dado por el padre y otro dado por 
la madre) para que el individuo desarrolle la en-
fermedad (13).
A partir de lo anteriormente mencionado, la 
enfermedad de Gaucher constituye una variedad 
de presentaciones fenotípicas que se pueden clasifi-
car en tres tipos: Tipo I o no neuropático, hace par-
te de la variante más común e incluye afectación 
hematológica (leucopenia severa, anemia, trombo-
citopenia), afectación visceral (hepatoesplenome-
galia), afectación ósea (osteopenia, deformidades 
óseas) y en algunos casos, aunque con menor fre-
cuencia, está asociada con manifestaciones pul-
monares y cardiacas y afectación renal (2). El Tipo 
II o neuropático agudo es la variante más grave, 
ya que incluye parálisis ocular, hiperesplenismo, 
dificultades en la alimentación y alteraciones neu-
rológicas con deterioro cerebral progresivo, lo que 
puede llevar al recién nacido a la muerte en un pe-
ríodo de entre 3 meses y 2 años (14,15). Finalmente, 
el Tipo III o neuropático crónico incluye tanto la 
afectación visceral como la afectación neurológica, 
aunque precoz y más leve (8,9). 
Con el fin de tratar esta variedad de cuadros 
clínicos, existe la Terapia de Reemplazo Enzimá-
tico (tre), que consta de administrar una enzima 
recombinante (imiglucerasa) vía intravenosa, de 
manera que se reducen las alteraciones y los sín-
tomas, a la vez que se mejora la calidad de vida 
del paciente (2,13,16). Adicionalmente, en los años 
2010 y 2012 se desarrollaron dos fármacos efec-
tivos para el tipo I de la enfermedad de Gaucher 
como parte de la Terapia de Reemplazo Enzimá-
tico: Velaglucerasa alfa (vpriv) en 2010 y Tali-
glucerasa alfa en 2012. El Velaglucerasa alfa se 
produjo a partir de líneas celulares de fibroblastos 
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humanos (17), mientras que la Taliglucerasa alfa 
fue producida con células de zanahoria genética-
mente modificadas (17). En este orden de ideas, 
es importante mencionar la Terapia de Reducción 
de Sustrato (trs), una técnica que busca reducir la 
carga de glucosilceramida en el lisosoma (17,18). 
En 2002 se desarrolló Miglustat, un medicamen-
to que logra atravesar la barrera hematoencefálica, 
por lo cual se concibió para el manejo de los tipos 
II y III de la enfermedad de Gaucher. No obstante, 
causa la mayor incidencia de reacciones adversas, 
por lo que está aprobado solo para pacientes que 
no pueden tomar la tre (17). En la actualidad se 
encuentra otro candidato para la trs, cuyo nom-
bre es Eliglustat y se encuentra en la fase 3 de en-
sayos clínicos; sin embargo, no penetra la barrera 
hematoencefálica (17).
Como parte de los esfuerzos por dilucidar los 
aspectos relacionados con esta enfermedad, dis-
tintos investigadores han reportado la presencia 
de dos isoformas para la β-glucosidasa en leuco-
citos, con diferencias en cuanto a su termoesta-
bilidad en los individuos afectados e incluso con 
un comportamiento diferencial en los individuos 
control (6,19). Aunque ambas isoenzimas pueden 
degradar el sustrato que se les proporciona en el la-
boratorio, solo una de ellas está relacionada con la 
degradación del sustrato natural, de modo que es 
la única que se involucra directamente con el desa-
rrollo de la enfermedad de Gaucher (6,20,21). Por 
este motivo, los autores han sometido las isoen-
zimas a diferentes reactivos, a fin de estimular la 
β-glucosidasa de interés clínico e inhibir la isofor-
ma neutra, para obtener actividades enzimáticas 
cada vez más cercanas a lo que ocurre naturalmen-
te en el lisosoma. Cabe destacar la importancia de 
identificar y eliminar la interferencia que causa la 
isoforma neutra (aquella que no está relacionada 
con gd, pero sí degrada el sustrato artificial), pues-
to que se encuentra en una proporción del 15 % en 
población control y hasta del 100  % en pacientes 
afectados por Gaucher (22).
Dada la complejidad de la enfermedad, su diag-
nóstico se lleva a cabo mediante la determinación 
de la β-glucosidasa en leucocitos de sangre peri-
férica, a través de un método fluorométrico que 
se considera altamente reproducible (7,21) y se 
denomina como gold standard. En Colombia este 
procedimiento se realiza en centros especializados 
que se encuentran solo en algunas de las princi-
pales ciudades, lo que significa un limitante para 
el estudio de un gran número de afectados que no 
cuentan con acceso directo a estos centros, puesto 
que se hallan en territorios alejados del país. Ade-
más, la técnica genera costos adicionales debido a 
que las muestras leucocitarias deben enviarse des-
de las distintas ciudades por medio de una estricta 
cadena de frío, de modo que se asegure su calidad 
y correcto mantenimiento. Por consiguiente, las li-
mitaciones geográficas con las que cuenta el país 
derivan en un número subestimado de pacientes 
diagnosticados y diagnósticos tardíos que incluso 
pueden llevar a la muerte de los pacientes (4).
Por lo anterior, algunos autores plantean la po-
sibilidad de llevar a cabo una prueba de tamizaje 
como herramienta de aproximación diagnóstica, 
que se fundamenta en el uso de sangre total re-
presentada en una gota de sangre seca sobre papel 
filtro (dbs = Dried Blood Spot), en la que se puede 
determinar la actividad de la β-glucosidasa (14). 
Esta técnica facilita el análisis de muestras a gran 
escala con un costo razonable, debido a que no 
se requieren condiciones estrictas de frío para su 
transporte y este puede llevarse a cabo por medio 
de servicios de mensajería nacional. Así mismo, 
se denota la importancia de la prueba de tamizaje 
para facilitar la identificación temprana de los pa-
cientes (14), en especial, aquellos con enfermedad 
de Gaucher Tipo II que en su mayoría correspon-
den a la población pediátrica, puesto que el manejo 
oportuno de la enfermedad lleva a una mejora en el 
desarrollo motor, así como en la afectación visceral 
y los parámetros de crecimiento (15). Sin embargo, 
el tamizaje cuenta con algunas interferencias que 
no han hecho posible su implementación: la expre-
sión aumentada de la isoforma neutra que produce 
falsos negativos (14,22,23) y la alta tasa de falsos 
positivos que se ocasiona por la clasificación de 
individuos leucopénicos como enfermos de Gau-
cher (24). A lo anterior, se suma la baja correlación 
que presenta el tamizaje con la prueba diagnóstica 
(25). Por esto, algunos autores hacen hincapié en 
la importancia de realizar estudios de comporta-
miento enzimático dada la heterogeneidad de la 
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enfermedad (6) y a la relevancia de desarrollar la 
prueba de tamizaje para detectar la real incidencia 
de la enfermedad en países donde el muestreo re-
gular es limitado (26).
El presente estudio tiene como propósito estan-
darizar y correlacionar un método de tamizaje en 
dbs para la enfermedad de Gaucher, con un cor-
te de 5 mm y con el uso del sustrato fluorogénico 
4-metilumbeliferil-β-D-glucósido y el inhibidor 
para la β-glucosidasa (conduritol-β-epóxido). Lo 
anterior, a fin de establecer los valores de refe-
rencia para la población colombiana mediante la 
evaluación de individuos controles y población de 
alto riesgo, para determinar la sensibilidad y espe-
cificidad del método en cuanto a la reducción de 
falsos positivos y falsos negativos. La técnica aquí 
reportada, constituye una herramienta clave para 
la orientación clínica de los pacientes y un medio 
para alcanzar oportunamente su diagnóstico, lo 
que se traduce en una intervención temprana que 
cambie el curso de la enfermedad y mejore la cali-
dad de vida de los pacientes y sus familias.
En este estudio se incluye un nuevo método, 
el cual consiste en eluir el corte (5 mm) en Tritón 
X-100 y agua ultra pura, con el fin de obtener un 
mayor volumen aproximado de sangre. Así mis-
mo, incorpora reactivos para estimular e inhibir la 
β-glucosidasa y su isoforma neutra, con el propósi-
to de lograr resultados más acertados de la activi-
dad enzimática relacionada con la patología.
Materiales y métodos
Recolección de muestras
Se colectaron 395 muestras de papel filtro corres-
pondientes a pacientes con edades entre 1,2 meses 
y 86,1 años que contaban con manifestaciones clí-
nicas propias de una anomalía en el metabolismo 
de esfingolípidos, por lo que se tenía sospecha de 
que podrían estar afectados por la enfermedad de 
Gaucher. Como controles positivos se recolectaron 
16 muestras de pacientes con edades entre 1,25 y 
76,1 años que fueron diagnosticados con gd a tra-
vés de la técnica gold standard y no habían recibi-
do la enzima recombinante al momento de llevar 
a cabo la extracción de sangre. A fin de establecer 
los valores de referencia en la población y como 
controles normales de la prueba, se colectaron 151 
muestras pertenecientes a individuos con edades 
entre 1,2 meses y 78,56 años. 
En el estudio se evaluaron 41 muestras envia-
das desde Perú, que pertenecían a pacientes entre 
los 1,2 meses y los 67,6 años con sospecha de en-
fermedad de depósito lisosomal. Adicionalmente, 
en el grupo de afectados en el estudio, se analizó 
un paciente peruano con la edad de 6,7 años. Estas 
muestras recibieron el mismo procedimiento ex-
perimental y analítico que las muestras de pobla-
ción colombiana.
Preparación de dbs
Las muestras fueron tomadas vía intravenosa y se 
colectaron por goteo directo en tarjetas de papel 
filtro Whatman® 903 provistas por ge Healthcare 
(Estados Unidos), conocidas por ser tarjetas de 
recolección protectoras de proteína con fines de 
investigación. Posteriormente, las muestras se de-
jaron secar a temperatura ambiente por un período 
de entre 8 y 12 horas, y se llevaron a 4 °C de refrige-
ración en bolsas de cierre hermético para prevenir 
su deterioro. En nuestro laboratorio se prepararon 
las muestras correspondientes a los individuos 
control, las demás fueron enviadas directamente 
a nuestro laboratorio que sirve como un punto de 
referencia para el diagnóstico y seguimiento de los 
pacientes con la enfermedad de Gaucher. 
Preparación del eluido
Los ensayos se llevaron a cabo con la elución del 
corte de 5 mm en una solución a temperatura am-
biente de 150 μl de Tritón X-100 0,5 % (v/v) y 150 μl 
de agua ultrapura en tubos Eppendorf de 1,5 ml. 
Luego las muestras se llevaron a agitación orbital 
sobre una superficie plana en un agitador vibrato-
rio de plataforma vibrante Titramax 1000 de Hei-
dolph (Schwabach, Alemania) durante una hora 
a 900 rpm temperatura ambiente. Así mismo, se 
centrifugaron por 5 minutos. Finalmente, se retiró 
el papel filtro y se agregaron las muestras a cada 
pozo en volúmenes de 20  μl por triplicado para 
cada individuo. Para este fin, se usaron micropla-
cas de polipropileno de 96 pozos de color negro 
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para minimizar el ruido de fondo en la medición 
de la fluorescencia. Las placas se cubrieron con lá-
minas de aluminio para sellado térmico, provistas 
por Corning (Lowell, ee. uu.), con el propósito de 
evitar la evaporación de las muestras, y se lleva-
ron a agitación durante 5 minutos para lograr una 
mezcla homogénea de los reactivos.
Ensayo de actividad enzimática
El procedimiento experimental se realizó tenien-
do en cuenta los estudios previos de (20,27) con 
relación al efecto del taurodeoxicolato de sodio 
(tdc) y el conduritol-β-epóxido (cbe) sobre la 
β-glucosidasa. La metodología se basó en el pro-
tocolo propuesto por (25,26), aunque se modificó 
el corte a 5 mm de diámetro (≈10 μl de sangre) y 
los volúmenes de buffers y reactivos así: 20 μl de 
buffer citrato fosfato 0,4 M, pH 5.2 con tdc 0,5 % 
(% p/v) y cbe 0,5 mM. Los análisis sobre una gota 
de sangre seca sobre papel filtro (dbs) se llevaron 
a cabo empleando el sustrato artificial 4-metilum-
beliferil-β-D-glucósido con una concentración de 
20 mM en el buffer de reacción. Este sustrato está 
marcado con 4-metil-umbeliferona (4-mu) provis-
to por Sigma (ee. uu.). El volumen de sangre apro-
ximado en los 5 mm de corte, se calculó a partir 
del volumen estandarizado en 1,2 mm (≈0,52 μl de 
sangre) reportado previamente (4,28-30).
Para evaluar la degradación inespecífica del 
sustrato en el buffer de reacción y la interferencia 
causada por la isoforma y la hemoglobina, se in-
cluyó un volumen adicional igual al que fue usa-
do en las muestras y se agregó el inhibidor (cbe) 
de la β-glucosidasa. Estos pozos corresponden a 
los blancos del procedimiento experimental. La 
diferencia entre los valores de fluorescencia de 
las muestras y los blancos permitió diferenciar 
la actividad enzimática real de la degradación 
inespecífica.
El tiempo de incubación fue de 24 horas a 37 °C 
por agitación orbital a 120 rpm en un Unimax 1010 
(incubador/agitador) de Heidolph (Schwabach, 
Alemania) y la reacción se detuvo agregando el 
buffer de parada (150 μl de glicina carbonato 0,17 
M, pH 10.5) a las muestras y blancos. Como lector 
de fluorescencia, se usó el equipo SpectraMax® M2 
provisto por Molecular Devices (excitación 360 
nm, emisión 450 nm) y los resultados se compa-
raron con una curva de calibración de 10 puntos 
de 4-metil-umbeliferona (4-mu). La actividad en-
zimática fue expresada como nanomoles de sus-
trato hidrolizado por mililitro de sangre por hora 
(nmol/ml/h).
Porcentaje de recuperación 
enzimática
Con el fin de determinar el porcentaje que se re-
cuperó de la enzima de interés en el eluido, se to-
maron muestras de pacientes y controles al azar 
en cada montaje, y se evaluaron para hexosamini-
dasa como enzima control. Cabe destacar que las 
muestras se tomaron del mismo eluido del que se 
determinó la actividad de β-glucosidasa, y se agre-
garon de igual manera en cada pozo en volúme-
nes de 20  μl por duplicado para cada individuo. 
El volumen del buffer y reactivos se tomaron en 
cuenta según lo reportado previamente por (4), 
así: 60 μl de buffer citrato fosfato 0,01 M, pH 4.4 
con el sustrato artificial 4-metilumbeliferil-2-ace-
tamido-2-deoxy-β-D-glucopiranósido 3  mM co-
rrespondiente a la concentración en papel de filtro. 
La incubación de las muestras se llevó a cabo por 
1 hora a 37 °C por agitación orbital a 120 rpm en 
un Unimax 1010 (incubador/agitador) de Heidol-
ph (Schwabach, Alemania). La reacción se detuvo 
agregando 150 μl del buffer de parada glicina car-
bonato 0,17 M, pH 10 a las muestras y los blancos. 
Un volumen de sustrato igual al que se usó para las 
muestras (60 μl), se incubó en un tubo Eppendorf 
separado y se agregó en los pozos de los blancos 
para evaluar la degradación inespecífica en el bu-
ffer de reacción. Del mismo modo, la lectura se lle-
vó a cabo por medio del equipo SpectraMax® M2 
(excitación 360 nm, emisión 450 nm) y los resulta-
dos se compararon con una curva de calibración 
de 4-mu. El porcentaje de recuperación se calculó 
teniendo en cuenta la actividad enzimática obteni-
da con el eluido y la actividad enzimática obtenida 
con el protocolo de dbs [1,2 mm de corte y un vo-
lumen de ≈0,52 μl de sangre, reportado por (4)]. 
Todas las muestras fueron procesadas por du-
plicado (en el caso de hexosaminidasa) y tripli-
cado (en el de β-glucosidasa) para establecer el 
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afectados. Así mismo, se estableció un coeficiente 
de variación (cv) inter e intraensayo como un va-
lor promedio de las muestras en la misma placa y 
en placas con diferentes fechas a manera de repe-
ticiones. Para evaluar la distribución de los datos 
se realizó la prueba de Shapiro-Wilk. Posterior-
mente, se hizo un Kruskal-Wallis test acompaña-
do del Tukey-Kramer test (no paramétrico) para 
determinar si existían diferencias significativas 
entre las actividades enzimáticas de los grupos de 
individuos en el estudio. 
Resultados y discusión
Los valores de referencia para la β-glucosidasa en 
la población colombiana se establecieron a partir 
del análisis enzimático de las 151 muestras corres-
pondientes a la población control. Así mismo, se 
evaluaron 395 pacientes que contaban con pre-
sentaciones clínicas propias de enfermedad liso-
somal y 16 pacientes afectados confirmados con 
la prueba diagnóstica, con  un total de 562 mues-
tras procesadas en dbs y en gold standard. En este 
sentido, se obtuvo un rango de 0,82 a 2,88 nmol/
ml/h y de 3,56 a 8,92 nmol/ml/h para afectados y 
controles, respectivamente. Además, calculamos 
como punto de corte 3,22 nmol/ml/h (análisis 
ROC-IBM SPSS Statistics) entre controles norma-
les e individuos afectados. La curva roc obtenida 
se muestra en la Figura 1.  A. (confianza  =  99  %, 
sensibilidad = 100 %, especificidad = 100 %). Tam-
bién se determinó 24 horas como el tiempo más 
adecuado para llevar a cabo el protocolo, dado que 
en este tiempo se obtuvo una separación promedio 
considerable entre las actividades de los controles 
y el individuo afectado (Figura 1. B.), además que 
otros autores han reportado ensayos con bglu en 
tiempos de incubación prolongados (6). Los resul-
tados de las actividades enzimáticas se detallan en 
la Tabla 1, así como las condiciones de incubación 
se pueden observar en la Tabla 2. 
coeficiente de variación intraensayo. En este orden 
de ideas, se evaluó la variación interensayo por 
medio de las muestras de los controles normales 
que se evaluaron en diferentes placas y en distintas 
fechas. Cabe mencionar que en cada placa se inclu-
yeron muestras de pacientes, controles normales y 
pacientes afectados para evaluar la viabilidad del 
ensayo.
De forma paralela a la valoración enzimática en 
el eluido, se llevó a cabo la confirmación de todas 
las muestras en aislamiento de leucocitos siguien-
do el protocolo propuesto por (31). La cantidad de 
la proteína en las muestras se determinó por los 
métodos de Lowry y bca. A partir de estos valores, 
se estableció la correlación entre el nuevo método 
(eluido) y la técnica confirmatoria (gold standard).
Cinética enzimática
Se realizó una cinética enzimática que incluyó tres 
controles normales y un paciente afectado, con 
ocho tiempos de incubación (1, 2, 4, 8, 10, 21, 24 
y 34 horas). Cabe destacar que el único parámetro 
que se cambió correspondió al tiempo de incuba-
ción de la β-glucosidasa.
Aspectos éticos
Todas las muestras que se obtuvieron para el 
análisis y almacenamiento contaron con un con-
sentimiento informado que tuvo la firma de los 
pacientes y controles. El consentimiento incluyó 
un formulario aprobado por el Comité de Ética del 
Departamento de Ciencias Biológicas de la Uni-
versidad de los Andes. El estudio se realizó en co-
rrespondencia con la Declaración de Helsinki.
Análisis estadístico
Se realizó con el software IBM SPSS Statistic 19 de 
SPSS Inc. (Chicago, ee. uu.), que generó la curva 
roc por medio de la cual se determinó el punto 
de corte teniendo en cuenta el límite de las activi-
dades enzimáticas entre los controles y pacientes 
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rango CV1 CV2 Valor-p
b Punto de 
cortec
Afectados 
(rango de edad: 1,25-76,1 años) 16
0,82-2,88
M: 1,64. ds: 0,57 4,40 4,9 < 0,0001 3,22
Controles





a De acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilk, el grupo control no mostró una distribución normal (p < 0,05 con un porcentaje del 95 % 
de confianza).
b El valor p detallado corresponde al resultado de la prueba Tukey-Kramer para comparar las actividades enzimáticas entre los 
individuos afectados y los controles sanos.
c Se obtuvo a partir del análisis roc (Receiver Operating Characteristics) teniendo en cuenta las actividades enzimáticas entre 
afectados y controles (99 % de confianza, 100 % de especificidad, 100 % sensibilidad y área bajo la curva de 1). Los parámetros de 
sensibilidad, especificidad y área bajo la curva corresponden a la capacidad discriminatoria de la prueba para clasificar a sanos y 
enfermos dentro de su grupo respectivo de manera correcta.
CV1: coeficiente de variación intraensayo (%).
CV2: Coeficiente de variación interensayo (%)
Tabla 2. Condiciones de incubación para las enzimas lisosomales en el estudio
Enzima Buffer de reacción
Sustrato 







20 μl de buffer citrato fosfato 0,4 M, pH 
5.2 con taurodeoxicolato de sodio al 
0,5 %. Conduritol-β-epóxido 0,5mMb 
únicamente para los blancos.
4-metilumbeliferil-β-
D-glucósido 20 mM 24 h/37 °C
150 μl de glicina 
carbonato 0,17 M, 
pH 10.5










a Para cada mezcla de reacción, el ensayo requirió la elución del corte de 5 mm de papel filtro (≈10 μl de sangre) en una solución de 
300 μl de Tritón X-100 al 0,5 % y agua ultra pura. De esta muestra en elución se extraen 20 μl para la valoración enzimática.
b La evaluación de la β-glucosidasa en presencia de su inhibidor conduritol-β-epóxido (CBE) permite discriminar y eliminar la actividad 
de la isoforma neutra, que puede degradar el sustrato artificial, pero no está relacionada con la enfermedad de Gaucher (32).
La metodología no permitió una diferencia-
ción significativa en las actividades enzimáticas 
entre el grupo control y la población de alto riesgo 
(p  >  0,05 Tukey-Kramer test) (Figura 2). Lo an-
terior, debido a que en el grupo de población de 
alto riesgo se encontraron individuos con valores 
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normales de bglu, es decir, que no estaban afec-
tados por la enfermedad de Gaucher. De la misma 
manera, se hallaron bajas expresiones de bglu en 
individuos de este mismo grupo, pero que al rea-
lizar la confirmación con leucocitos, se encontró 
que no estaban afectados por Gaucher. Lo anterior 
puede tratarse de pacientes que cuentan con bajo 
recuento leucocitario como consecuencia de otras 
patologías con compromiso hematológico y hacen 
parte de los falsos positivos que pueden presen-
tarse en el protocolo. En relación con esto, se ha 
reportado que una muestra con un número total 
de leucocitos bajo (paciente leucopénico) es uno 
de los factores críticos que afecta la actividad en-
zimática en la técnica de dbs (24) así como errores 
asociados con la preparación de la muestra y sus 
condiciones de almacenamiento (4,14,24).
No obstante, esta metodología sí permitió de-
terminar una diferencia significativa entre las 
actividades enzimáticas del grupo control y los in-
dividuos afectados por la enfermedad de Gaucher 
(p < 0,001 Tukey-Kramer test) (Tabla 1).
Figura 1. A. Curva roc entre individuos afectados y controles normales (confianza =  99  %,  sensi-
bilidad = 100 %, especificidad = 100 %, auc = 1). Se obtuvo como punto de corte 3,22 nmol/ml/h. B. 
Cinética enzimática de β-glucosidasa. Se determinó 24 h como el tiempo más adecuado para llevar a 
cabo el ensayo.
Fuente: elaboración propia.
Todas las muestras se evaluaron por triplicado 
y se eligieron controles internos de calidad con el 
fin de determinar la variabilidad del protocolo. A 
partir de esto, se obtuvo un coeficiente de varia-
ción intraensayo promedio de 4,4 % y un coeficien-
te de variación interensayo de 4,9 % (n = 6), lo que 
demuestra que se trata de una técnica altamente 
reproducible.
El nuevo método que reportamos en el presen-
te estudio trajo consigo los siguientes beneficios: 
en primer lugar, el líquido de elución es una so-
lución que permite la extracción de la sangre del 
papel de filtro (≈10 μl) sin que se vea mayormente 
comprometida la recuperación enzimática de la 
muestra. Para comprobar esto, se realizó el mis-
mo procedimiento experimental para evaluar la 
β-glucosidasa con la enzima control hexosamini-
dasa en algunas muestras tomadas al azar por cada 
montaje, y se obtuvo un mínimo de recuperación 
enzimática del 70,19 % en la muestra eluida (n = 
301, rango entre 77,3 y 895,5 nmol/ml/h, M = 298, 
ds  =  115,9). Los resultados para hexosaminidasa 
en dbs (eluido) se contrastaron con los resultados 
obtenidos en la técnica estandarizada para esta en-
zima en dbs (corte  =  1,2  mm) para cada uno de 
los individuos evaluados (datos no mostrados). 
A B
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Además, el eluido permite hacer réplicas u otras 
pruebas enzimáticas con el uso del mismo sobre-
nadante (26) lo que facilita el estudio de otras al-
teraciones metabólicas usando la misma muestra. 
En segundo lugar, el corte de 5  mm mejora la 
reproducibilidad del protocolo al disminuir el error 
experimental asociado a este, ya que cuenta con un 
volumen mayor aproximado de sangre (≈10 μl) en 
comparación con el volumen estandarizado para 
1,2 mm (≈0,52 μl) que hace parte de la técnica dbs 
convencional para otras enzimas en Colombia (4). 
Lo anterior se encuentra estrechamente relacionado 
con la baja proporción de falsos positivos que se ob-
tuvo en este estudio, que fue de aproximadamente 
el 12,6 %. No obstante, este porcentaje puede deber-
se a un efecto en el proceso de la estandarización y 
en mayor proporción a pacientes leucopénicos sin 
orientación clínica adecuada, por lo que estimamos 
que el 10% sería el porcentaje máximo de falsos po-
sitivos asociado al protocolo.
Figura 2. Comparación entre el tamizaje (dbs) y la prueba 
diagnóstica (leucocitos) para los grupos de individuos. 
Los violin plots demuestran que no hay sobrelapamien-
to entre los afectados con Gaucher y los individuos con-
trol (n = 464)
Fuente: elaboración propia.
* La categoría “ar” alude al amplio grupo de in-
dividuos que hacen parte de la población de Alto 
Riesgo para la enfermedad de Gaucher. La catego-
ría de “Afectados” hace referencia al grupo de in-
dividuos que cuentan con la patología. Así mismo, 
la categoría “Controles” detalla el comportamiento 
de los individuos clínicamente definidos como sa-
nos para la condición.
Con el fin de determinar la actividad enzimá-
tica de la β-glucosidasa en ausencia de la isofor-
ma neutra, se usó el conduritol-β-epóxido (cbe 
0,5 mM) en los blancos y se logró establecer que 
inhibe el 79,35 % de la enzima pura. Lo anterior 
corrobora lo reportado en literatura sobre su im-
portante acción inhibitoria para cuantificar la 
enzima de interés (22,23,32), lo que nos permitió 
obtener un 0 % de falsos negativos en el ensayo.
En cuanto a la comparación entre dbs y la 
prueba diagnóstica en leucocitos, no se logró ob-
tener una correlación en términos estadísticos 
debido a la naturaleza de las muestras en cada 
protocolo. Como se mencionó previamente, la 
técnica de dbs incluye el cálculo de actividad 
enzimática sobre un volumen de sangre aproxi-
mado en el corte de papel de filtro, por lo que el 
resultado se expresa en nmol/ml/h. Por otro lado, 
la prueba diagnóstica (gold standard) incluye el 
cálculo de actividad enzimática en una muestra 
concentrada de leucocitos que se corrige contra 
proteína total, por lo que el resultado se expresa 
en nmol/mg/h y lo convierte en una técnica mu-
cho más confiable. No obstante, gráficamente se 
puede observar que sí existe una relación equipa-
rable entre los dos métodos (Figura 2).
El análisis estadístico no mostró diferencias 
significativas entre las actividades enzimáticas de 
los pacientes de Colombia y Perú (p > 0,05). Sin 
embargo, a través del análisis de los blancos se 
pudo determinar que la isoforma neutra podría 
ser de aproximadamente el doble en los indivi-
duos peruanos en comparación con los pacientes 
colombianos, por lo que recalcamos la importan-
cia de usar el cbe como inhibidor para cuantificar 
únicamente la bglu que está relacionada con la 
enfermedad.
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Conclusión
Los resultados de este estudio ofrecen los valores 
de referencia para individuos sanos y afectados por 
la enfermedad de Gaucher en población colombia-
na. En este sentido, el tamizaje de alto riesgo que 
reportamos permite la identificación temprana de 
los pacientes potencialmente afectados por esta 
condición, de modo que los acerca a un diagnós-
tico temprano que se deriva en un tratamiento a 
tiempo, lo que mejora notablemente su calidad de 
vida y la de sus familias. A través de este método, 
se puede analizar un mayor número de muestras 
con un costo más favorable, puesto que se trata de 
una recolección en fase sólida que no necesita de 
requerimientos adicionales para su transporte y 
almacenamiento. Además, se trata de un protocolo 
menos invasivo para el paciente y aseguramos el 
aprovechamiento total de la muestra a través del 
eluido que permite realizar varios ensayos de ma-
nera simultánea, lo que favorece en gran medida 
una orientación clínica más acertada. Por medio 
de este protocolo se puede conocer la real inciden-
cia de la enfermedad en la población, debido a que 
acerca el laboratorio a las personas que viven en 
territorios de difícil acceso, por lo que podría au-
mentar el número de casos detectados. Más aún, 
dadas las características de la prueba, logramos be-
neficiar no solo a los pacientes colombianos, sino 
también a la población de países vecinos. Tal fue el 
caso de las muestras de Perú, a partir de las cuales 
concluimos que en dicha población existe una pro-
porción cercana al doble de la isoforma neutra (no 
relacionada con la enfermedad de Gaucher, pero 
que sí degrada el sustrato artificial), de modo que 
resaltamos la importancia de usar el cbe para no 
incurrir en el error de cuantificar falsos negativos.
Reportamos una prueba de aproximación diag-
nóstica altamente eficaz con la cual se obtuvo un 
0  % de falsos negativos y aproximadamente un 
10 % de falsos positivos. En este apartado, es fun-
damental destacar la importancia de la leucopenia 
como un factor que afecta la actividad enzimáti-
ca, razón por la cual el paso por seguir consta de 
cuantificar la β-glucosidasa teniendo en cuenta el 
número total de leucocitos para dichos pacientes, a 
fin de que se reduzca todavía más la tasa de falsos 
positivos.
Por último, cabe resaltar que el protocolo de 
dbs tiene el objetivo de facilitar la identificación 
temprana de los pacientes potencialmente afecta-
dos con la enfermedad, que paso seguido deben 
ser diagnosticados a través de la técnica de gold 
standard. Así mismo, todos los individuos que 
se encuentren con actividades enzimáticas en el 
punto de corte y posibles leucopénicos deben ser 
reconfirmados.
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